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marquage isotopique. 

6?) Ce procede consiste a proceder a une analyse sepa- 
rative par chromatographie gazeuse du melanae de com- 
poses organiques constituant le produit, a reperer, par un 
couplage chromatographie en phase gazeuse - spectrome- 
trie de masse, une ou plusieurs molecules caracteristiques 
du melange, a mesurer en spectrometrie de masse isotopi- 
que Tabondance isotopique en 13 C de cette ou de ces mo- 
lecules et enfin a modifier Tenrichissement en 13 C de cette 
ou de ces molecules par addition de molecules similaires 
mais dont la richesse en 13 C a ete prealablement augmen- 
tee ou diminuee. 
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La presente Invention concerne un procede dauthentification de I'origine 
d'un produit constitue d'un melange de composes organiques par marquage 
isotopique. 

La mlse sir le marche, apres de nombreuses et onereuses etudes de 
5 certains melanges de composes organiques. fabriques industriellement. pose 
souvent des problemes au niveau de la commercialisation. En effet, nombreux sont 
les produits qui sont rapidement victimes d'essais de contretypage, specialement 
quand ils rencontrent un succes commercial. 

II est souvent difficile de lutter contre ces tentatives de contrefacon, par 
10 manque de moyens permettant de differencier avec securite le produit d'origine du 
produit contrefaisant et assurant une authentication du produit d'origine. 

II serait egalement interessant de pouvoir reperer, sir un produit fini, quand 
et dans quelles conditions ii a ete fabrique et. pour cela de disposer dun procede de 
marquage fiabfe et infatsifiabte des differents lots de fabrication. 
15 On sait d'autre part que I'e16ment carbone est un element present dans 

toutes les matieres organiques et tout specialement dans toutes les molecules 
constituent la matiere vivante. Le carbone possede deux isotopes naturels stables 
non radioactifs : le * 2 C et le 13 C et un isotope natural emetteur de rayonnements 
beta, le H C. 

20 L'abondance relative des deux isotopes naturels non radioactifs (environ 

98.92 % pour la l2 C et environ 1,08 % pour le ,3 C), varie dans les molecules 
carbon6es d'origine naturelle en fonction d'un certain nombre de paramdtres tels 
que le mode de production : vole vegetale ou voie microbiologique. 

D'autre part, pour une meme origine despece (quelle soit vegetale. 

25 microbienne ou autre), differents facteurs envronnementaux : ggographiques, 
dimatiques...peuvent'condure a des modifications de la repartition isotopique 

D infimes differences dans les rapports ,2 C/ ,3 C ont done une signification 
reelle et peuvent reveler une origine et il est bien Evident que la mesure de la 
variation de ce rapport isotopique, a un tres haut niveau de sensibilite, sur un 

3o element present dans toutes les molecules fait de la connaissance de ce rapport 
,2 C/ ,3 C un outil universel de tracage des molecules organiques. 

La mesure de ce rapport consiste a compter dans un echantillon de 
molecules pures I nombre des atomes de (Isotope 13 et le nombre des atomes de 
llsotope 12 du carbone. 

3 5 Pour ce fare il faut ramener les molecules complexes a I'etat de molecule 

monocarbonee. le C0 2 dont on peut compter le nombre de chaque isotopomere. 
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Lanalyse isotopique per spectrometrie de masse isotopique ou IRMS 
(isotope ratio mass spectrometry) permet de fare ce denombrement. Cette 
technique consiste a mesurer llntensite des faisceaux dlons correspondant aux 
isotopomeres de C0 2 de masse : 4*45 et 46 a laide d un spectrometre de masse a 
5 champ fixe et collecteurs multiples (un par faisceau dlons). Cette mesure dlntenstte 
des faisceaux dlons permet de calculer le rapport 13 C/ 12 C. 

Les differentes phases de la determination de ce rapport isotopique sont 

done les suivantes : 

- transformation de la molecule organique en C0 2 

io - isolement et purification du CO2 

- mesure du rapport isotopique 13 C/* 2 C sur le C0 2 ainsi purifie. 

La mesure de ce rapport isotopique a deja permis de determiner avec 
certitude tant loriojne geocraphique de dfferents produits naturels que les 
alterations qui orrtpu y etre apportees frauduleusement. 
15 C'est ainsi que J. DUNBAR et A.T.Wilson dans Analytical Chemistry, vol 54. 

3,Mars 1982. 590-592 ont pu determiner I'origjne geographique de la cafeine par 

analyse des isotopes stables. 

Une analyse isotopique du meme type (J. Agric. Food Chem. 1987. 35, 758- 
760) a permis de deceler. dans du jus d'oranges, llntroduction frauduleuse de 

20 sucre. , .. 

D.A. Krueger et H.W. Krueger dans Jal of Agricultural and Food Chemistry. 

1985 33 323-325 predsent que Ion a souvent essaye de falsifier les extraits de 
vanille per de la vanilline synthetique derivee de la lignine. Cette falsification pouvait 
toutefois etre facflement detectee par analyse isotopique. le rapport CI C du 
25 carbone dans la vanilline provenant de la vanille naturelle dfferant de celui 
provenant de la vanilline synthetique. derivee de la lignine ou d autres sources. Les 
fraudeurs ont essay* de masquer cette falsification en ajoutant a la vanilline denvee 
de la lignine de la vanilline enrichie en 13 C. specialement par utifisation de (methyl- 
13 C) vanilline comme source d'exces de 13 C. 

La presents invention s'est donne pour objet de proposer un precede 
permettant d'obtenr une signature isotopique non radioactive, discrete et 
caracteristique dMn produit constitue d'un melange de composes organiques. 

On utilise pour ce fare les precedes d'analyse isotopique mentionnes ci- 
avant et specialement la spectrometrie de masse isotopique qui permet de 
mesurer les valeurs du rapport «C/^C dans des molecules organiques 
transform* 8 en CQ 2 . 
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La valeur de ce rapport permet, comm on I'a deja vu, d'authentifier I'origine 
et les caracteristiques d*une molecule donnee. 

L'originalite du procede selon llnvention consiste a proceder en premier 
lieu a une analyse separative du melange de composes organiques constituant le 
5 produit, 6 reperer une ou pfusieurs molecules caracteristiques, a mesurer 
I'abondance isotopique en 13 C de cette ou de ces molecules et enfin a modifier 
lenrichissement en ,3 C de cette ou de ces molecules par addition de la ou des 
memee molecules dont la richesse en 13 C a ete prealaWement augmentee ou 
diminuee. 

id Cette modification volontaire par ajout d*une ou de plusieurs molecules 

enrichies en 13 C provoquant une variation voulue de la composition isotopique du 
melange de composes organiques constituant un produit et notamment un produit 
obtenu industrieilement permet done de constttuer une signature discrete, 
infalsifiable, parfaitement inoffensive (a la dfference des produits soumis a un 

15 marquage radioactif)) et qui n'est detectable que par des moyens analytiques 
specialises et specialement par spectrometrie de masse isotopique. 

Cette modification volontaire ne modffie en aucune facon les caracteristiques 
physiques, chimiques, organoleptiques du produit, non plus que son domaine 
d'action propre. 

20 La presents invention concerne egalement les produits industriels revfttus 

de la signature isotopique appliquee selon le procede decrit ci-avant. 

Les differentes etapes du precede selon llnvention vont maintenant etre 
decrite8. 

La premiere etape consiste a effectuer une analyse separative du produit 
25 que Ton desire revetir de la signature dauthentlficatlon. Cette analyse se fait par tout 
moyen connu en soi ; selon un mode de realisation de llnvention on I'effectue par 
chromatographic en phase gazeuse. On peut ainsi effectuer une evaluation semi- 
quantitative des compo8ants prefetes du marqueur potentiel. 

L'examen du chromatogramme permet en effet de reperer les pics les plus 
30 caracteristiques d*un ou de plusieure constituents du melange et de determiner ceux 
qun pourrait etre indique d'enrichir en 13 C. 

L'etape suivante consiste a determiner le profil GC-MS (chromatographie en 
phase gazeuse - spectrometrie de masse) du produit ; la comparison des resultats 
obtenus avec des spectres de masse connus et references permet d'identifier les 
35 marqueurs probables. 
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Dans la troisteme etape, on determine le profil isotopique 13 C de 
I'dchantfllon gazeux contenant du C0 2 issu du produit & marquer par GC-IRMS 
(chromatographie en phase gazeuse-spectrometrie de masse isotopique). 

Cette obtention du profil isotopique permet alors de chois'r la ou les 
molecules susceptibles de servir de marqueurs preierentiels que Ton enrichra en 

Le ou les marqueurs 86lectionn6s (il peut s'agr de produits du commerce) 
sont ensuite ,ajout6s au produit ; une chromatographie gazeuse du produit marque 
permet de contrdler llntegite du produit marque par rapport au produit original. 

Enfin, la determination du profil isotopique 13 C du produit marque permet de 
contrdler la signature isotopique. 

Le dessin annex*, donne A titre d'exemple, permettra de mieux comprencfre 
llnvention, les caracteristiques qu'elle presents et les avantages qu'elle est 
susceptible de procurer : 
15 . Fig. 1 est le chromatogramme en phase gazeuse dun produit que Ton 

desire authentifier 

Fig. 2 est le profil du produit, obtenu en couplant les resultats de 
chromatographie gazeuse et de spectrometrie de masse 

Fig. 3 est le profil isotopique 13 C du produit en spectrometrie de masse 
20 isotopique 

Fig. 4 est le chromatogramme en phase gazeuse du produit marque ,3 C 
Fig. 5 est le profil isotopique 13 C en spectrometrie de masse isotopique du 
produit marque obtenu 

Sir le chromatogramme represent* d la figure 1 on a porte en ordonn£es les 
25 intensites (I) et en abscisses les temps de retention (T). On vott sur ce 
chromatogramme de nombreux pics caracteristiques qui permettent de proceder & 
une evaluation semi-quantitative des composants pref6r6s pour le marquage et de 
determiner parmi les differentes molecules constituantes du produit celle ou celles 
qull pourra fitre indque d'enrichr en ,9 C. 
30 La determination du profil couple : chromatographie gazeuse, spedrometrie 

. de masse (GS-MS) est representee d la figure 2 : les intensites (I) sont portees en 
ordonnees et les masses atomrques (M) en abscisses. Cette determination permet. 
en se referant aux donnees connues et pubiiees, de reconnattre parmi d'autres, 
dans le cas du produit 6tudi6, les molecules suivantes, : (A) acetate de benzyl, (B) 
35 citronellol, (C) heiiotropine. (D) anthranilate de methyl, (E) eugenol. 
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Le systeme GC-MS permettant d'effectuer cette determination est compose 
dim chromatographe gazeux capillare et dun detecteur selectif de masse, tous 
deux contrdles par ordinateur. 

La colonne est une colonne en silice fondue (30 m de long et 0,25 mm de 
5, diametre interieur). revetue d'une phase stattonna're en methylsllicone (epalsseur : 
0,12 |im ). La colonne est reliee drectement au spectrophotomdtre de masse. 

Le profil isotopique * 3 C du produit est eneuKe determine par couplage de 
chromatographie gazeuse et de spectromelrie de masse isotopique ; les resulttats 
sent rassemWes a la figure 3 ou sont portees, en ordonnees le rapport (8 °/oo) des 
io variations en 13 C de lechantillon etude par rapport a un echantillon C0 2 de 
reference et en abscisses les temps de retention. 

Ce profil est determine sir un spectrometre VG Isochrom II tei que celui 
decrit par P.A. Freedeman, E.C.P. Gillyon, E J. Jumeau dans Internationa! Laboratory. 
7-8 (1988) 22-29. 

15 Dans cet appareil, les composants du melange organique constituant le 

produit sont separ«es per chromatographie en phase gazeuse sur une colonne 
capillare sans derivation. Une fois passes dans la colonne de chromatographie, ils 
penetrent dans une four a combustion CuO porte a 80OC ou les composants 
organiques sont transformes en C02. . 

Le spectrometre de masse isotopique determine alors I'enrichissement en 
«C de chaque compose par les mesures du rapport 13 C/ 12 C du C02 genere a 
partir de chaque compose du melange 

II e'agit dun spectrometre de masse & champ fixe mesurant llntensite des 
ions issus dun echantillon gazeux contenant du C0 2 , g"«ce a trois collecteurs 
25 independants regies sur les masses : 44 - 45 - 46. 

Pour obtenir des mesures exactes. I'abondance en 13 C est mesuree par 
rapport a un echantillon de C0 2 de reference dont I'abondance en 13 C est connue 
avec precision. 

Une fois ce choix effectue, (acetate de benzyl par exempie dans le cas 
30 represents aux figures) et le taux d'enrichissement ou dapauvrissement en 13 C 
determine, on ajoute du «C acetate de benzyl au produit en quanthe variable de 
1 -2-5-10ppm. 

La figure 4 represente le chromatogramme gazeux du produit marque et I on 
constate que la repartition et la forme generale des pics n'a pas varie par rapport 
35 auxresultats portes alafigur 1. 
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Enfin (fig. 5), la mesure. en speclrometrie de masse isotopique, de 
labon dance isotopique du produit d'origlne marque au 13 C acetate de benzyl 
permet de contrdler ia signature isotopique appliquee audrt produit. Cette mesure 
est exprimee en 8*7oo comme dans la figure 3 et constitue la signature isotopique 
5 du produit. 

On voit a la figure 5 les resuttats dfferents obtenus en faisant varier la 
quantite de marqueur t3 C (1 ppm, 2 ppm, 5 ppm et 10 ppm). 

La sensibtfite du dosage est telle que, pour certains composes a rechefle de 
10 ppm, il est possible de realiser 20 marquages dfferents. La selection de trois 
io composants permettra'rt alors d'assurer 8000 references. II convient de noter que, 
pour un analysts non informs exactement du choix et de la dose des marqueurs, il 
est impossible dldentifier les elements marques par chromatographie. meme si 
celle-ci est suivie d'une spec trographie de masse. 

La meme source de marquage pent bien entendu etre employee pour 
15 plusieurs produits industriels. 

II est Wen evident que, sans sortir du cadre de Unvention. la transformation 
du ou des composes organiques en C0 2 peut se fare par tout processus autre que 
la combustion, et notamment par reaction chimique, biochimique, enzymatique. 

Quand le produit a authentifier se presente drectement sous forme de C0 2 , 
20 le processus analytique debute par une etape dlsolement-purification et le C0 2 
passe drectement dans le spec trometre de masse isotopique. 

II peut par exemple s'agr de I'air expire par un etre vivant. 

L'echantillon gazeux peut aussi provenir d'effluents ou de residus 
atmospheriques de reacteurs chimiques ou biotechnologiques dont un constituant 

25 de r6ac tion est transf orme en C0 2 . 

De meme un substrat peut elre metabolise par un systeme enzymatique de 
telle sorte que l"un des atomes de carbon© sort transf orm6 en C0 2 . 

Dans tous ces cas, on peut alors modifier, par addition d'un marqueur 
comme mentionne plus haut. lenrichissement nature! en l3 C du substrat sur ce site 
30 carbone. 

La presente invention permet d'agr sur de nombreux marqueurs par 
enrichissement ou appauvrissement en ,3 C et etaW'r ainsi une "carte de visits" du 
produit ou du lot de produit a etucf er. 

Le procede seion Unvention trouve de nombreuses applications tant dans le 
3 5 marquage de lots de produits industriels, que dans le controle ou le diagnostic de 
processus chimiques ou biochimiques se deroulant dans des systemes in vivo, in 
vftro, ex vivo ou synthetiques appartenant aux regn s animal, vegetal ou mineral. 
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On petit citer, par exemple, le tracage, avec des abondances tres faibies en 
13 C et sir des echantillons tres petite, des acides amines par reaction avec la 
ninhydrine. suivi d*Une mesure de I'enrichissement du C0 2 resultant de la reaction 
et dune modification volontaire de la teneur en 13 C par introduction dun 
5 marqueur dans le substrat. 

Dans le cas d'air expire par un etre vivant, il est possible de suivre revolution 
dlin substrat marque au ,3 C et dont le site marque est oxyde in vivo sous forme de 

co 2 . 
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RFVFNDICATIONS 

1 - Procede d'authentification de I'origine d'un produH constitue d'un 
melange de composes organiques par marquage isotopique caracterise en ce qull 
consiste a proceder a une analyse separative du melange de composes 
organiques constituent le produit, a reperer une ou plusieurs molecules 

5 ccracteristiques du melange, a mesurer I'abondance isotopique en ,3 C de cette ou 
de ces molecules et enfin a modifier renrichissement en 13 C de cette ou de ces 
molecules par addition de molecules similaires mais dont la richesse en 13 C a ete 
prealablement augmentee ou diminuee. 

2 - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'analyse 
10 separative du melange de composes organiques constituant le produit est effectuee 

en chromatographic gazeuse. 

3 - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la ou les 
molecules caracteristiques sont reperees par un couplage chromatographie en 
phase gazeuse - spectrometrie de masse du produit. 

4 - Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la 
mesure de I'abondance isotopique en 13 C est effectuee par spectrometrie de masse 
isotopique sur les ions issus d'un echantiHon gazeux contenant du C02- 

5 - Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que la mesure de 
I'abondance isotopique en 13 C est effectuee sur du C0 2 resultant de la combustion 

20 de la ou des molecules organiques. 

6 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la mesure de 
I'abondance isotopique en 13 C est effectuee sir du C0 2 resultant d*une 
transformation chimique, biochimique ou enzymatique de la ou des molecules 
organiques. 

25, 7 - Application du procede selon I'une quelconque des revendications 1 d 6 

a I'authentificatton d'un produit industrial 

6 - Application du procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 
au controle des reactions chimiques, biochimiques ou enzymatiques se deroulant 
dans des systemes vivants. 
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